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Beschreibung ObersSttigungszustande aus den lebenden ZellkultureD 

znbeseitigen- 

Die Erfindung betrifft ein Verfahreo zur HersteDung Das vorzugsweise porflse CaP-Matrixmaterial kann 

lebender Knochen ersatztnaterialien dunch extrakorpo- durcfa seme auBere Erechdnungsfonn, z. R Granulate 

rale Zflchtung autogeaer Knochenzellen auf Calcium- 5 Oder monolith ische Forznteilc mlt durchgehenden Po- 

phosphatmaterial und/oder organischen Substanzen, ren (Abb. 2 b) optimal an unterschiecfliche Indflcationssi- 

wobei ein "Verb nnrfmateriaf entsteht, welches dem Pa- tuationen angepafit werden. 

tienten reimplantiert werden kann, von dem zuvor ent- Aimlich positive Ergebnisae konnten mlt Substratma- 

sprechende Knochenzellen entnommen wurden. terialien in Form von Biopolymeren wie Kollagen Typ I 

In der orthopadischen Chinirgie besteht ein dringen- 10 erzielt werden. Korabinien man die erfindungsgemaBen 

der Bedarf an Knochencrsafcz, mit dem auch grOBere Biapolymere rait den erfmdungsgemaBen CaP-Materia- 

Defekte uberbruckt und geheilt werden kOnnen. So]- Hen, so laflt sich das Ergebnis des ernndungsgemSBen 

cher Knochen ersatz findet Hin&atz z. B. bei fblgenden Verfahrensnoch writer vcrbesserxu 



Indikaticmen: 



15 Belspiele: 



- In der Traumatologic bei ausgedehnten TriUn- 
merbrucbeu und groBen Defekten; 1. CaP-Matrix 

- bei onkobgischeQ Operationen zur endgflltigcn 

StabJIidenmgund AusfQlhingdesDefektes; Ala eine besonders gtooge Ausfilhrungsart fur die 

- bei schweren Wirbelsfidendeformftaten wer- 20 CaP-Matrizen wurde die Verbindung Tricaltiumphos- 
den in groBem Umfang Knochen transplantiert; phat (^-Whitlockit) aus stdchiometriscben Mtechungen 

- beim kDnstticnen Geleukersatz; am CaHPO* und CaCQj durch Smtern Ober mehr als 

- mderKieferchirurgieu.B. 8hbeill00 9 CgemifiderFonnel 

Da autologer Knochen (d n. Knochen desselben Pa- 25 2 G3HPO4 4- CaCO* 3 CaO • P*C>5 + H*0 f + f 
tienten) nur im begrenzten Mafle zur Verf flgung stent, CO* 
wurden bisher homologe Knochen aus der Knochen- 

bank eingesetzt Bei standig steigend em Bedarf wirddaa hergestelltp die entstandenen massiven Probemateria- 
Angebot an immunologisch geeignetem Materia] je- lien wurden spanabhebend und mittels Bohren in durch- 
doch zunehmend geringer. Deshalb ist z. H. schon vex- 30 gangigporSse Formstflcfce(Abb. 2 b) 3berfuhrt 
sucht worden, keramiscbe Werkstoffe auf der Basis von Mierbei muB durch diese Wahl der Synthesebedin- 
Caldiimphosphaten, denen eine gewisse osteo-Indukti- gungen sichergeatellt sein, daB die gemaB Abb. 3 mit 
ve Wirkungzugescnriebenwirx^mdiebetreffendende- Tricaldumphosphat (3 CaO x P2O5) koexistierenden 
fektenStellendesKdrperseinzusetzexi-DerartigeMd^ Phasen Dicalcium- und Tetracalciumphosphat mog- 
Ecbkefren konnten aber die Aufgabe zur Therapie gro- 35 Iichst nicbt gebildet werden bzw. durch moglichst voD- 
B erer Knochendef ekt e nickt erfflllen, weil nur kleinere stUndigen Umsatz verschwinden, da diese letzteren Ver- 
Defekte flberbrQckt werden konnten. Die biologische bindungen zellschadigende pH-Werte eotwickeln und 
Wirkungswei$e derartiger Materjatien ht zudem nach dadurch die EntwicJdung der Zellkulturea beeintricbti- 
wie vor unklar. gen. 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein 40 
KnochenmateriaJ mit korpereigenen Eigenschaften her- 2* Ko) lag en -Matrix 

zustellen, das von seinen AusmaBen her genUgend groB 

ist, urn auch grdfiere Defekte QberbrOCken zu kdnnen. Dje Herstellung von Kollagen entsprecbender Rein- 

Die LOsung dieser Aufgabe besteht im Prinzip darin, heit, (L h. ohne imraunologisch bedenkUche Proteine, er- 
knochenbndende Zellen, wie z.& Osteoblasten aus der as folgtnacheinerbesondertvorteimaftenAusfOhriingsart 
ZeDkuItur, eztrakorporal rait caldumphosphatischen aus tieriscben Knochen, vorzugsweise vom Kalb, aber 
WerkstofFen, die cbemisch dem Knochenmaterial &hn- auch vom Menschen. Hierzu werden Knochenstacke in 
Uchand,und/oderSub8a^traaterialieninFormvonBiO' 0^ normaler HQ entkalkt, sodann wird das entkalkte 
polyroeren zu korabinieren und auf diesen Matenahen Material mit Pepsin oder and ere n Proteasen behandelt, 
zu kultrvjeren* Dabei sollen die gewissermaflen als Ma- 50 welche die nicht-koflagenen Proteine "verdauen* und 
trix dfenenden Werkstoffe und Substrattnaterialien so abbauen. Das verbleibende gelfSrmige KoDagen wird 
bescha/fen sein, daB sic gQostige Lebensb edingungen mit HQ oder Esaigsaure geldst und durch Zugabe von 
fur die exrrakorporale Entwicklung voo lebenden Kno- OCb-Losung bei 4°C ausgefSUt und von der LOsung 
chenzellen bieten* so daB Sich diese auch gut vermehren getrennt (1. Reinj^ungsschrittX Zur weiteren Reinigung 
lassea 55 wird das Kollagen wiederum in HG auf gelSst und durch 

Es wurde nun Qberraschend gefunden, daB die Ver- erneute Zugabe von CaG2-L05img ausgeflUlt Diese 
wendung caJciumphosphatischen Materials einer Zu- Reinigung wird insgesamt dreimal wiederfioh, wobd eta 
sammensetzung m^glichst nahe dem Verhaltnis hochreines. von Fremdproteinen freies Kollagea Typ I 
CaOJ > 20s , -3:l diese Anforderungen erfutlt Diesem gewonnen wird. 

Verhaltnis entsprecben die Verbindungen Tricalcium- w Die Viskositat und der Vernetznngsgrad dieses Kolla- 
phosphat und Hydroxylap atit (vgL Abb. 3). Hiermit war- gens, welches zur Herst tilling der ZQchtungsmatrix be- 
de es moglich, auch eine kurzfristige Cenerierung von muzt wird, kann durch die Ca 2 **"-Konzefltration In wd- 
Knochenmatexial zu gewahrleisten. ten Grenzen eingestellt werden. 

Eine besonders vorteilhafte Verfahrensin aQ nahme 
besteht darin, die auf den CaP-Matrizen abgelagerten as 3. AnzuchtderZellkultur 

Zelikulturen in Zellgeneratoren (Abb. t) standig von 

NahrlSsung umstrdmen zu lassen, um sie so optimal mit Hirisichtlich der Anzucht menschlicher Osteoblasten- 
der NOhrlOsung zu versorgen sowie gfeichzeitig Iokale zeflen erwies sich folgender Weg als vorteilhaft: Die aus 



PAGE 86/98 1 RCVD AT 1111212004 9:48:48 AM [Eastern Standard Time] * SVR:USPT0-EFXRF-1/1 < DNIS:8729306 * CSID:919 854 1401 * DURATION (mm-ss):3M 



NOV. 12. 2004 10: 16AM MBS&S 919 854-1401 NO. 7868 L P. 87 

OS 38 10 803 

3 4 

dem Beckenkamm ernes Mensch^ into* operationem monolWiisdier, dem zu bebandelnden Knochende- 

. entoominenen Knodirastflcfcchcn wutfe* mitt* phy- fekt angepaBter Form voriiegen. 

siologischer Kochsalzlfisnng nach Dulbeoco von Bhit 
gereinigt und mh 5000 B/ml und 5000 ug/ml Penicfllin- 
streptomycin zum Schutz gegen InTektlonen behandeJt s 
Nach nochmaliger Reimguiig'werden die so behandel- 
teo Knocheaproben in einer NahriOamg aus"10% fota- 
lem Kftibereerum emahrt (37*C 5% CO* 20% 0 2 nod 
100% relative Luftfeuehtigkeit), Die Nfthrlcsung wurde 
alJe 2 Tage gewechseJL ffierdurcb -wachsen die Zeflkul- l0 
turcD und difFerenzieren sich zu Oyteobiasten. 



4- Vermehrungder ZeUkultur und Bfldung des 
^Verbundmateriais" 



15 



Die so angezQchteten Osteoblasten werden nach ei- 
ner vorteilhaften Axbeitsweise mittefc Qfl&ti> Ethylemfi- 
JiitrOtetraessigsaure-LGsuag dzspergiert und mh einer 
berechneten Konzentration von ca. 3600 ZeUen/cm 2 
Substrat in die pordse Calciumphosphat-Matrix einge- ao 
schwemmt Nach einer 2weistundigtn Ruhezeh babes 
sich die Zellen auf der Keramflc abgcsetzt Dann wird 
mit der Durchflutung der Zelle mit Nahrlasung begon- 
nen. Die chemische Zusammensetzung und insbesonde- 
re der Ph, Pcoi P02 werden in der austretenden Lflsung 25 
laufend gemessen. Wenn sich die LSsung durch die Zel- 
laktivitat und durch partielle Anldsung der CaP-Matrize 
meBbar andert, wird die einstrfimende NShrlSsung em- 
sprechend korrigiert So ist gewfihrleistet, daB die Zellen 
stets op tiraale Lebenabedingungen behalten und die ge» 30 
samtft durchstrOmte Matrize oberfl&chlich mit einem 
dichten "ZcHrasen n Oberziehen. Dies ist nach ca. 2 Wo- 
chenderFaD. 

PatentansprQche 35 

U Verfahren zur Herstellung eines synlhetischen 
Knochenmaterials mit ktfrpereigenen Eigen$chaf- 
ten, dadurch gefcennzeichnet, daB man menschH- 
che Knochenzdlen (Praosteoblastcn and Osteobla- *> 
•atefi) extrakorporal auf den dem naturlfchen Kno- 
chenmineral annlichen caicininpfaosphatischen 
Weikstoffen, Substratmaterialien in Form von Bio- 
polymer en oder Afischungen aus beiden zuchtet 

2. Verfahren nach Ansprcch 1» dadurch gekenn- 45 
• zeichnet daG man als caiciumphDsphatische Werk- 

stofFe dem Verhfiltnis CaO^20s =3:1 moglfchst 
eng entspr echende Calciumphosphate und als Bio- 
polymere Kollagen verwendet. 

3. Verfahren nach AnsprOchen 1 bis % dadurch ge- » 
kennzeichnet, daB man autologe Knochen^eHen 
verwendet 

4> Verfahren nach AnsprOchen 1 bis 2; dadurch ge~ 
kennzeichnet, daB man einem fremdea aber immu- 
nologisch geeigneten Patienten entstarameude 55 
KnochenzeDen verwendet, 
5. Verfahren nach AnsprflcHfen 1 bis 4 F dadnrcb ge- 
kennzeichnetp daB man die auf den Matrizen abge- 
lagerten Zellkulturen von der Hahrl6jung standig 
umstr5menlaBL " eo 
. 6. Verfahren nach AnsprOchen f bi* 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Matrixma ten alien eine 
durchgangigeporfise Form habeiL 
7. Verfahren nach Ansprnchen 1 bis ^ dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Matrbcmaterialien in granu- 65 
larer Form voriiegen. 

-8. Verfahren nach AnsprOchen 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die porOsen Matrixmaterialien in 



PAGE 87/98 ' RCVD AT 11/12/2004 9:48:48 AM [Eastern Standard Time) * SVR:USPT0-EFXRF-1/1 • DNI8:8729306* CSID:919 854 1401 * DURATION (mm-ss):32- 



■1 



NOV. 12. 2004 10:16AM MBS&S 919 854-1401 NO. 7868 P. 88 



- Leerseite - 



PAGE 88/98 ' RCVD AT 11112/2004 9:48:48 AM [Eastern Standard Tone] * SVR:USPTO-EFXRF-1/1 ' DNIS : 8729306 * CSID: 9 1 9 854 1401 ' DURATION (mm-ss):3M: 



NOV. 12. 2004 10:17AM MBS&S 919 854-1401 



Nurnmer: 
Int CI *: 
AnmeJdetag- 
Often legungatag: 



NO. 7868 ~P. 89 

3810803 
A81L 27/00 
30. Marz 19$$ 
12.0ktober1969 



CO 
O 

00 

o 
c— 
00 
CO 



ABB. 




ABB. 



2 a 



ABB. 2 b 



908 64 



PAGE 89/98 ' RCVD AT 11112/2004 9:48:48 AM [Eastern Standard Tune] ■ SVR:USPT0-EFXRF-1/1 ■ DNI&8729306 ■ CSID:919 8M 1401 * DURATION (mm-ss):3M 



NOV. 12. 2004 10:17AM MBS&S 919 854-1401 



10. 786 8 ' P. 90- 



2000 



1800 



1600 



KOO 



1200 



1000 



800 



600 



400 - 



3STC803 



a3CaO P 2 0 5 
♦ Liquid 



•p3CaO P 2 0 5 
Liquid 

CL2CaO P 2 0 5 
Liquid 



PCoO P 2 0 5 rt32CaO 




Liquid 
2CaO 3P 2 0< 
Liquid 
CaO 2P 2 0« 
h+ Liquid. 



CaO : P 2 0 5 



Rg.3 



PAGE 90/98 ' RCVDAT 11112/2004 9:48:49 AM [Eastern Standard Time] ' SVMSPTO-EFXRMJI * DNIS:8729306 * CSID:919 854 1401 ' DURATION (mm-ss):3M 



NOV. 12. 2004-10: 17AM MBS&S 919 854-1401 



NO. 7868 C P. 91 



BUMDE8REPUBLIK 
OEUTSCHIANO 




DEUTSCHES 
PATEHTAMT 



Patentschrift 
DE 3810803 C2 



► Atotmttchen: P 38 10 BQ3iJ-45 

I Anmslciatag: 30. 3L 88 

I OftoitegungBtag: 12.10,89 
i Varafffimlllchun0atBg 

dar Ptttentonaitono; 13L fi.90 



ABIL 27/00 

CI2N 6/DO 



I 

O 



@ Pmndnfmber. 

Bmuff* Initfmt ©V, 600D Frankfurt, DE 



@ Erftndsn 

® ^rdloBMRelkjngterPktantffihfotah 
In Betrwhi gaxoQene Druckachriftsn; 

US 4485098 
EP 0242270 
EP 0048341 



® VBrfabrw zuf H*r*t*Jluti0 dns« vynthatiachan Knoch*i material* mit k0rp«rai 8 ana« Bganachflfttn 




BUNOE80AUCJCEREI OiOO 0QBt24/3» 



PAGE 91198 * RCVD AT 11/12/2004 9:48:48 AM [Eastern Standard Time] * SVR:USPT0-EFXRF-1/1 ■ DNIS:8729306 * CSID:919 854 1401 ' DURATION (mm-ss):3M 



NOV. 12. 2004 10:17AM MBS&S 919 854-1401 



NO. 7868 P. 92 



ZEICHNUNGB* SETTE 1 Numman DE S» 10 903 C2 

into.*: A 61 L 27/OD 

VoraffantnchonQMas: JSL JunMggQ 






PAGE 92/98 ' RCVD AT 11/1212004 9:48:48 AM [Eastern Standard Time] * SVR:USPT0-EFXRF-1/1 * DNIS:8729306 * CSID:919 854 1401 * DURATION (mm-ss):32-18- 



NOV. 12. 2004 10:17AM MBS&S 919 854-1401 



NO. 7868 P. 93 



DE 38 10 803 C2 



Die Erfindinw bctrifft on Verfamm zur Herscdhmg 
rises synUiBdjrfwo Kaoctonaatcrials alt torpereige- 
hcb Ei gemcha flgiL 

In dexorthopadisctan durtzz^e bcsuht em dringeo* 
der Bcdurf en K uo rt«>OTl«. mic fan audi groBcre 
Defeku flberbrCckt und gehmls wenJeo tamest So*- 
cbtr Knocnencttatz findet Eunatr z. E bri lofeccden 
Inducalioncn: 

— fn der Traumatologic bo ausgedchnt en Trflm- 
nierbrQcben tnvd groQexi Defekten; 

- bd oitolqgiscttcn Opemioften zur endgfllO£tn 
SubXsieruiig and AasJ Qlung dei Delektei: 

— bri gchwergn WtfjeisitdendelarrnTtlten war- 
den in groBem Umlang Knocben transplnniiert: 

- btkrVCiclcrcbirtirgicu.*. 

Da auidoge Knocben (d h. KJaochen deaselben Pa- 
tknten) our im bogrenzten Ma&e zur VcrfQgnnjj rtebea. 
wvrdcn bisbtr homolog* Knocben aus der KnochetH 
bank cisgeseczi. Bei sdnd^ sirigciv*em Bcdarf wird das 
Angcbot ui immoDOlDgisch gedgnetem Material je* 
docti zunebmcnd gerfnger, Dcshalb In z, a sen on ver- 
suctit word en. Iccramische Wcrkstafle aul der Basts von 
Caltjumpftoiphiten. denen cine gewisse osteo-mdekti' 
ve Wirkung zuga,.'hrieben wfrd in die betrelleftden de- 
letes Stclfen dci KOrperi ttozusetreit. Dertrt fee Mfig- 
FcNceiten kojuten aber die Aulgabe zur Therapic grO- 
Defer Knochcndefckte nicht eriOUep well nur Ueinere 
Delekte OberbrOckt weiden konnwit. Die biologssche 
Wrkungsweise dcrartiger Mat cri alien in zudem nacb 
wie vor unklar. 

Die EP-A24934I beschreibt efn Veriahrcn zur Vor* 
bereitung und Einpflanzcng von aUopUriachen Implan- 
taten und Organimpflantaten snwie zur Vorbehnndking 
des Empllngertt wobei hu! die Oherfl&che da illopfa* 
stischen Materials, cie toft Zelgewebe oder Knocben 
des Emplftngerorganimts in Kontftki kommen sol. ein 
ZeHrasen von in KiriturgczQxntetenJebendenGewebr- 
zeUen nadi den Mcthodcn der ZetikultUr aulgezQcbtel 
wird. Ah allopfaitisefie Sutra ratmaterifllien weiden 
Kunsistolie, Kcrzmik. BioglSscr und So lort cingescizt. 
All ruenscfiliche Knocbenzdlcn foramen Oateoblasten 
gum EinsBia, Das AulzOcbtcn von eutologca Oder an 
dm £mplinger adaplierten Zellen aul da* Organtranv 
plant* erfofet cxtrakorporar. 

Die US A* 4 85 096 beschreibt cm Verlahren zur 
KcntcOung dries syAtfcetuchen Hantcrsnizmaierfeb 
bzw. eines WundmatcriaJf , das zur Kenidlung von Pro- 
chesen geeignct to. Dabci werden rnenschliche Kno- 
chenzeften homcrgen in caittm tCnltagennizisrist tHsper* 
gicn. 

Die EP A 1 2 42 270 beschrcibt ein Valabrcn zur Aul* 
zuchi von menschtfehen Zclko (Flbrobianen) aul efnem 
Kolla^enblait in cintm gtcrgneten Kulturmedium. Die 
KoHagco blatter dienen dabe'i aU kunsilkbe Kaut zur 
Behandlung von Ver brennulgcn. 

DemgegtnOber Ut ea Aulgsbe der vorl'egcndcn £r- 
Kndung. dn Koochenmaterial mil kfirperrigenen £igen- 
Mhalten bcrzuitdlerv das ggt aucb ko groO ist> daO da- 
rn'rt grflflere DelekipOberbrUcktwcr^cnkonncn. 

Die Lbsutig (fleser Autgabe beattht darjn, lUB man 
menachliche Knocbenzelfen cxiratorporal aul etnem 
pordscn Subitrai zQchtei, das dabei stindig von cincr 
Nflhrifisun g umsiromt winl 



Daduich wfrd errefdu, dafi pitittisdietegea<mteVo- 
I union des paffsen Substrttz mil der NtttHosung urn- 
itrfimt wirdL wodurcb die &fuzdnngaaufgabc gdfiat 
wird. Die Nfhrlftrmg kam ggLns cioem KreitEcuf auf- 

5 bcrdtet weiden und wird dams dem porosen Subatrat 
wieder zugenhrt. Mit der erfindongsgcmiBen Vosfah- 
rejsflUimng wird afao Am Losnng votveacjilaget% nMt 
der Koochenmaterial In emen wirtsebaRficnen Verfiab* 
ren hergesretii wtrdeo kaxa^ ggl aucfa ingiftDere TtileD, 

to derco Geometric den jewcikgeo Bi'samw eck inge* 
paflcfaDasnTrt&demVerfajirenk^^ 
piatertal wird a n a cll B eO end dem Paifaa en rtimp Uituem, 
"tfi dem zuvor die cnlsyiocheudajn KAoehenfteVcn tnv> 
□onuses word en sod. 
is Die ml dem poroses Substraj abgdagenen 2el0oJ- 
roreo weiden ttfcndig von der NahrlOsimg tmx^xomt, 
wodtfdi sic optimal mh der NlbriOeung vefsorgi wer- 
den, end zwar praktisdi 3ber das gcstmte Votamm des 
porftscn Substrflis und « weiden dcicbzclog lokale 
20 Obcrsll tl|ungszustinde aim den febetidf n Zdlkdtnrm 
beaarigL 

Das der Erfindung zugruitdeRegende Prbsdp bcateht 
Bomlt darin, knochenbfldende ZcKcn, wie z. BL Osteobl^ 
stcn aus der Zdlkultur» ezmkorporal nut caldaov 

24 phospbaiischeii Werfcstollen, die cbemlashe dem Kno- 
cbenmaterlal ftbnlich tod, undVoder SubstratmaierUien 
in Form von Brapolymereti zu kombiqieren and tut die- 
sen Materialien zu kuhivicren, Dabd soflen die gewfs- 
scrmaQcn ah Matrut denenden Wirfatolle und Stib- 

30 s traimaterialien so bcscbafTcn scin. daD sic gnnitigc Le- 
bensbctfngungen I Or die excrakorporale etntwicklung 
von lebenden Knocfceozdfen bteten. so daB sich diese 
aucfa gut veiroejsren lassan, 
Es wunSc nun Oberratcfaend gdunden, dlD die Ver* 

if wendung caJdunptiosptiatlschen Materials dner Zu- 
samrnensetzorai ntogVchsi nahe dem VerhSlmit 
CaO : PjOa -3:1 diese Anlorderunc<ai erfQJlL Diescre 
Verbal tnis entsprechen die Verbrnriungen Tricafcium- 
phoaphat und Hjrdrozjrla|«tit (vgH A^b. 3). Hiermil wur- 

4« de es mflgfich. aucfc eine karzlrbtige Generierur^ von 
Knocnenmaierialzu gewlbrtcBten. 

Da& poilSse CaP-Matrizmaxerial kann durcb adne lu- 
Dere Erscfadnungslorm. x. B. Granulate oder monofithi- 
jene Formtei te mit durchgehenden Poren (Abb. 2b) op- 
timal an unterscfiiedacbe Indlkadonssltuationen ange- 
paBi werden. 

AbnRch positive Ei-gebntsae konnttn mitSobstratma* 
teriaHcn in Form von BiopoJymeren. wie KoHagen 
Typ l.crzjeit werden. Kombldcrt man ffopolymeremii 
so CaP-Mflicrialien. So Iftflt akh das Ergtbnii des erfin- 
dungigemaflen Vertahrcns noch writer verbegaem. 

Beiipiefc 

» I. CaP^Mairlz 

Ah cine bcaonderi gUnstige AusrObrungsari I Or die 
CaP-Matrizen wuide die Verbindung Tricakiumpbos- 
phai (/^Whiirockit) an) stochiomelriicheti Mischungen 
eo uus C1HPO4 und CaOOj durcb S»ntern ober taehr afs 
B h bri I \0rC gemflndcr Formcl 

2CaHPQi + C4CO1 — 3CaO ■ P1O1 + HjO + 00 2 

tt bergotdlt. die enutandenen massiven Probematerii* 
lien wurden spanabbebend und mittels Bohr en in durcb- 
gangfg porose FnrmstQeke (Abb. 2 b) QberiOhru 

Hierbd mufl durcb diese Wabl der Symbewbedin- 
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gungea sfcbergesteOt Mm. daB die gemflB Abb. 3 tm\ 
TOeakSumphoapbat (3QO x PjOi) koexlstiereodes 
Rum Dice Worn- und TeincaUcbunpboaisAai trrftg- 
ucbsi uicbt gtb&det warden taw. durch cnfigDchn voU- 
sOndigen UoKttx vd^cbwindcn, da diese lettteren Yer- s 
bmrfungtn teOsdilrfgCttie pK-Wcnc entwfcketo and 
dadurch (fie Enrwicfching der 2e4knharcn bcein&acbti- 
gc* 

2. KoUagen^M&trix jo 



Die HmrtcDunjj von KoOigen entspradiender Rem- 
KeH, d b. ohae immurjorogbcb bedenkliehe Proteins er- 
foJginacb efner besondersvoncUhtftttt AusWhningwrt 
am tfertschcn Knochen, vonugswB&e vom Kalh, a&cr u 
auch vom Mrnschen. Hierxu wtVdca Kaochcnstfleke fa 
02 nonxuier HO enikalkt. sodann wnd das entfcaDcte 
Materia! mit Pepsin oder andcrcn Proteasen bebandcft; 
welcbc die ofchMuUngeneii Proteine "Verdiuca" und 
flbbaucfl. Dii vcrbieibendr gelfanruge KuiWgcn *ird no 
rait Ha oder Essi£**iire geJoit und durch Mugabe von 
CaCh-L&sunjj bri 4*C 4usgelall( und von d«r Losong 
getrennt (I, Rdntgungsschritt). Zur weheren Reimgiing 
wird daa KoUa^tn wtedcrnm in Ha sulgettst und durch 
<mwit e Zuga&e von CaOs-LSsung ausgeUlK, Diwc » 
ftdnigung wud insgexamt dre ima] wiederfiolu wobei an 
hoehrcinea, von FTtmdproteinen Ireies Kollagcn,T>p J 
gewonnen wad. 

Die Viskostat und der Vernetrungtgrad dieses Kolla- 
gcns, welches mr Hecstdlung der ZOchttmgsmatnhc be* as 
nutzt win! tain durch die Ca a+ -Koi»entratioii in wd- 
ten Grcnten eingeaietll wctdea 

X Aiuuchi der Zelfluiltur 

w 

Hfnsicbulcb der Anxucfu menscblicber Osteoblfljren- 
ser Jen crwres vch lolgender Weg ato vortriUiil u Die aus 
dem Becfcenkarnm einea Menjchen intra opera lion em 
emnommetien KflOChentfOcfccben WUrden mhteb phy- 
SfOtogiKticr Kochaslzlfeung osch Dufbecco voa Bhit 40 
gercimgt Und mit 5000 E/ml Und 3000 ug/i,il Penicviin- 
rtreptomydn zum Schatz gegen Inlekdootn behind ell. 
Nach noctimaiiger Rejnfgung warden die so bthandcl* 
ten fCmxhcnprobcn in einer NfthHAsungauS 10% F0U- 
lem KJIberserum eraahn (37*C, CQa 20% O a und «s 
100% relative Lakleudnigkeit). Dfe NVirfosimg wordt 
alle 2 Tigc gcweclnelt. Kieidnrcti wacheen die Zdlttil- 
tdren und diif eren^crtn Jich 2U Oiteobiasten. 

4> VermehningderZellkQrturundBildungacs so 
*Verbundmiterial<" 

Die so MgnOchteten OsteoWisten vrerden web ei- 
ner vorteilbkltcn Arbcitsweise mittcU <X03% £ib>lcodi* 
niuonnraeuigsaure-LOiUng dnpergicrt und rrei riner ia 
berechneten Konzentraiion von ca. 3600 Zellen/tnr 1 
Sttbstmt in die pofoie Caldumpbotpfai- Mains ringe- 
sdiwetnmt' Nacb efner zweUtflixfigen Ruhezeh baben 
lich die Zcllen aul der Keramik abgesctzi. Dan* wird 
nJt der Durchflutimg der Zdfc mil NahriOsung begon- 00 
nefu Diechemiiche Zujammenseteung und imbeunde- 
re der Ph. Proa. Poa wcrden in der amtretenden LoBvng 
I aul end gemnwen. Wenn sich die tosung durch dk Zt\- 
Jaktivitlt und durt* pan telle AnlOSung der CaP-MaO-nie 
meftbar And^/t, wird die cirnuflmende NabrfOsuig ent- w 
sprechend korrigjen. Su ist Bew|hrreb|eK l d B 9 die Zeilen 
siets optimale Lebensbcdingmgen behalten und die ge- 
stmiie durebstpornte Man-ize oberllldilich mit cmera 



BbcrnebeiuDleaatnadjcauJW^ 
cben der FalL 

PaBefltBTvprOcbe 

1. Ycrfahres zm Hcrsteflong eines symhetxschen 
KnotfwTOiatetiala out aorpcretgenen Sgenscbsf* 
ten, drndozeh gafcenatf^frlinwt, daB man ajcrwchlj- 
che a^eo^eiseUcfi extrakorporal aol einem poi«- 
sea Subnrat zflduet. da dabd ctflndSg von enter 
Nuuf fitting unnrOoit vdnL 
X Verfabren nach Ansprudi I. da^rch gekenn- 
zocluaetp da0 man ala SubstnttnuteriaJ does dem 
naUSrUchen Knochenmiterial Ihnficbcn, calduiB- 
phosphaudien WerkrtofF, nin BiopoJymer oder ei- 
ne Jjfacty wgaoa belden Werkstollen VBrwendeL 

3. VeifaJiren oacffi Amprab 2. da durch gekenn- 

o?2? X f t '..i t l »^ P .caWuinpbojpnatiscben 
Wertstoll CaO : PjO^ m einei' Vcrhftltau von eh 
wi 3 : 1 vcTwerckr wid afs B^pohner em KoOa- 

4. Venabxen nach eisem der Ansprfiche I bb 3l 
dadurch gekennze'icbnet daB man autotoge Kmh 
cbenzeOett verwendet oder Knocbenzelfen von ei- 
nem Ircmden aber immanoJogudi- geetgnetcn Pa- 
nenien. 

5. Verfahren nach einem der AnsprOche \ bis 4. 
dadUTCh geketutteictinet, daB man em Subnrat ver- 
wende\dessen !V>ren durcbgehen, 

fi, Ycrlabren nadi einarn der AntprOehe I bb s, 

dadqreb gekennzeidmai daS man etn Subitrat in 

granularer Form verwendet. 

7. Vert abren nach einem der AnsprOc&e 1 bifi 5. daS 

man ein Substrai in monolitbiKher. dem zu behan. 

ddnden Knochendelelct angeoaOter Form verwen* 

det 

B. Verlabren nach einem der Ansprtdie 7 bis 7, 
dadurch gekennreichnet. daB man all menjchllcbe 
Knodienzeleq Praoiteobuujten und/oder O«eo- 
btaatenverwcndel. 

91 Vsrfahren each Antprucb 2 oder 3. dadurch ge- 
kennzfnchnec«daflderca>cwmphosphatache Werk- 
stxdi nach lo^ender Gteicrung durch Slntem der 
AusgangsaateriaGen hergeitelh wud, wobei die 
SintcrbedMigungEri so gewthlt werden,da& Dica/ci* 
uoiphosphat und Tetracaldumpnospbat mogSchst 
nfchi gebifdet wezden bzw. durch mogbchit voll* 
stfindigrn Umsatz vervchwinden: 

2CaHPO« + OiOOj — 3CaO » P2O5 + HjO + 
CO? 



Hierzu2Seite(n)Zefchnungen 



PAGE 94/98 * RCVD AT 1 1/12/2004 9:48:48 AM (Eastern Standard Time] * SVR:USPT0-EFXRF-1/1 * DNIS:8729306 * CSID:919 854 1401 * DURATION (mm-ss):3M 



NOV, 12. 2004 10:18AM MBS&S 919 854-1401 



NO. 7868 — P. 95 



2BCHNUNOC H SEtTti J 



Nuremor qe U 10 803 C* 

Im.ClS; A 61 L 27/00 

Vor6P»mQcfcufi0*ttg; HJunj i960 



CaO 




lfi£0 - 



1400 



ICCO - 



4CO 



ASS 3 



PAGE 95/98 1 RCVD AT 11/12/2004 9:48:48 AM [Eastern Standard Time] • SVR:USPT0-EFXRF-1/1 • DNIS:8729306 * CSID:919 854 1401 < DURATION (mm-ss):32- 



IM. 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT [J 3 - r ; i £/ 

□ REFERENCE^) OR EXHD3IT(S) SUBMrTTED ARE POOR QUALITY r ,--- :iJ . 

□ OTHER: - • P CVDriU. - . 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. mAGES ARE 
As rescanning these documents will not correct the jmagej r ^ 
problems checked, please do not report these pro^lejn*|Qj 
the IFW Image Problem Mailbox. 



